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成患者总体预后不良的主要原因之一。mdr1 基因及其表达产物 P-gP 被认为是引起
多药耐药的主要原因。siRNA 沉默技术是近年来兴起的一种新型的基因阻断技术。
成功应用 RNA 干扰沉默 mdr1 逆转耐药采用 RNA 聚合酶Ⅲ启动子(H1，U6)表达经
典的发夹结构 RNA，缺乏组织细胞靶向性。本研究选择了具有组织特异性的 hTERT
启动子介导靶向 mdr1 的 shRNA 的表达，以期特异抑制 mdr1 表达从而逆转卵巢癌
多药耐药。 
方法： 
1.通过利用 Therom 在线设计软件获得 2 个可识别不同位点的候选 siRNA 靶点
序列，引用 1 个他人设计 siRNA 靶点序列，共合成 3 对靶向 mdr1 的 siRNA. 
2.以 pSUPER（含有 H1 启动子）为载体分别构建了相应的 shRNA 表达质粒
pSUPER-shMDR1。以 pst-luc 为载体，构建了包含相应的候选 siRNA 靶点序列的质
粒 pst-luc-target（mdr1 片段与 luc 相偶联，当 mdr1 被沉默后 luc 活性也将下降），将
pSUPER-shMDR1 与 pst-target 的共转染检测不同 siRNA 对 luc 活性的抑制效率从而
反应对mdr1的抑制率，且检验其作用的特异性，从中筛选出1个高效且特异的 siRNA
靶点序列 AGAAAGAACTTGAAAGGTA。 
2.将 pBT-del-279 (含有 hTERT 启动子)、pGL-control (含有 SV40 启动子)、
pGL-basic（无启动子）分别转染 A2780(人卵巢癌细胞)和 MRC-5（人成纤维细胞），
证实在 hTERT 启动子仅在 A2780 有转录活性，而在正常细胞中无转录活性。 
3.此基础上以pBT-del-279为载体构建pBT-shmdr1。pBT-shmdr1-2与pCMV-mdr1
（含全长 mdr1 基因）以 4：1 的用量比例对 A2780 细胞进行共转染（实验组），利
用RT-PCR检测mdr1RNA表达水平、流式细胞仪检测 p-gp蛋白表达水平及利用 cck8
检测转染细胞紫杉醇半数致死量，同时以 pCMV-mdr1 与无关 siRNA 载体
pSUPER-shluc 共转染组（pCMV-mdr1/pSUPER-shluc 组）、空载体 pBT-del-279 共转
染组（pCMV-mdr1/ pBT-del-279 组）、仅转染 pCMV-mdr1 组（pCMV-mdr1 组）、未
















1. 本研究选择设计的 3 个 siRNA 可在不同程度上抑制 mdr1 的表达，其中 2 号靶点
的 siRNA 抑制效果 明显，抑制率 86.78 士 2.16%，具有统计学差异（P=0.000）。
且经 CCK8 检测细胞毒性及细胞活力显示 2 号靶点 siRNA 未引起细胞活性变化，
无明显脱靶效应。 
2. 本实验证实了 hTERT 启动子在 MRC-5 中无转录活性，而在 A2780 和 293FT 细
胞中有转录活性。且验证了在 A2780 细胞中 hTERT 启动子转录效率是 SV40 启
动子的 60 士 3.45%（P=0.001），有统计学差异。 
3. RT-PCR 检测实验组 mdr1 基因 mRNA 表达量下降。流式细胞仪检测实验组的 p-gp
的阳性率明显下降，约 13.60 士 1.19%，而 pCMV-mdr1 组约为 49.03 士 3.06%，差
异有统计学意义（P=0.001）。cck8 检测实验组细胞紫杉醇 IC50 860.61 士 50.51ng/ml，
而 pCMV-mdr1 组 IC50 2355.29 士 178.83ng/ml，实验组 IC50 明显下降，差异具有统
计学意义（P=0.000）。 
结论：本实验通过共转染实验证实了 hTERT 启动子能成功介导靶向 mdr1 的
siRNA 的表达，从而特异性逆转卵巢肿瘤多药耐药。 
 


















Backgrouds & Objectives  Ovarian carcinoma takes the first place in the mortality 
of all the gynecologic malignant tumors, one of the major reasons of the bad prognostics 
is the resistance of chemical therapy. The gene of mdr1 and its production P-gP are 
considered as the major factor of MDR. siRNA is a new technology to block gene 
expressing that has come up in recent years. Evidence has shown that aiming mdr1 , 
siRNA could block the expressing of mdr1, reverse drug tolerance. But in most of the 
successful experiments, the conventional RNA hairpins were produced by RNA 
polymerase Ⅲ promoter(H1, U6) ,which lack tissue or cell specificity.In this study, we 
employed hTERT, a tissue-specific promoter,to express shRNA specific to mdr1in order 
to down-regulate the expression of mdr1 ，then reverse drug tolerance. 
Methods  1.Using Thermo, the target sequences of the candidate siRNA aiming 2 
recognizable sites were obtained, another target sequence from other researchers was 
accepted at the same time, finally，we chemically synthesised 3 siRNA aiming 
mdr1gene。 
2.the corresponding shRNA expressing verse pSUPER-shMDR1 was constructed on 
the base of pSUPER. The pst-luc-target plasmid containing corresponding candidate 
siRNA targeting sequences was constructed simultaneously on the base of the verse 
pst-luc(mdr1 and luc were coupled, resulting the decreased expressing activity of luc as 
mdr1 was silenced)，pSUPER-shMDR1 and pst-luc-target were co-transfected to show 
the degrees of repression by different siRNA, reflecting the depressing rate and 
specificity aiming mdr1, then，one candidate siRNA aiming, AGAAAGAACTTGAAA 
GGTA，was selected. 
3.pBT-del-279(containing hTERT promoter)、pGL-control (containing SV40 late 
promoter)、pGL-basic（non-promoter）was transinfected A2780(human ovarian carcinoma 
cells)and MRC-5（human diploid fibroblast monolayers）resepctively，to verificate the 
tissue-specificity of hTERT promoter。 
4.On the base of above, plasmids were constructed with verse pBT-DEL-279,called 















with the propotion of 4:1,which as experimental group.as well as， pCMV-mdr1 
co-transinfected with pSUPER-shluc（pCMV-mdr1/pSUPER-shluc group）、pCMV-mdr1 
co-transinfected with p pBT-del-279（pCMV-mdr1/ pBT-del-279 group）、pCMV-mdr1 
transinfected （pCMV-mdr1 group）and untreated group（cell group）were as control 
group. RT-PCR、flow cytometry analysis and cck-8 assays were performed to assess the 
repressing effects of mdr1 by pBT-shmdr1.  
Result：1.the choosed 3 siRNA were able to repress the expression of mdr1 in 
different degrees, with the most significant repressive effects in No. 2 target, the 
inhibitorty rate was 86.78 士 2.16%，with statistically significant differences （P=0.000）。
And cytotoxicity and cell activity detections by CCK-8 showed no change in cell 
activities in No. 2 target, without off-target effects. 
2. We confirmed that in MRC-5 hTERT promoter had no transcriptional activity，while 
in A2780 and 293FT cell it had。Furthermore，we confirmed that in A2780cell  the 
transcriptional activity of hTERT promoter was 60 士 3.45% of SV40 promoter’s ，with  
statistically significant differences（P=0.001）。 
3.Furthermore, siRNA expressing verse pBT-shmdr1 was constructed successively, 
containing hTERT promoter. RT-PCR showed the mRNA level was down-regulated in 
experimental group. flow cytometry analysis showed the p-gp level in experimental 
group was significantly decreased to 13.60 士 1.19%，while 49.03 士 3.06% in 
pCMV-mdr1 group，the p-gp level was down-regulated in experimental group with  
statistically significant differences（P=0.001）. cck-8 analysis showed the IC50 of taxol 
was 860.61 士 50.51ng/ml in experimental group，while 2355.29 士 178.83ng/ml in 
pCMV-mdr1 group，the IC50 of taxol was down-regulated in experimental group with  
statistically significant differences（P=0.000）.   
Conclusion Using co-transinfected experiments we confirmed that hTERT promoter 
was able to activate siRNA expression aiming mdr1, and mediate the specific reverse of 
MDR.  
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蛋白激酶 A/蛋白激酶 C 
双链 RNA 依赖的蛋白激 







































相互影响，其中以 mdr1 基因及其表达产物 P-gp 的研究 多，被认为是引起多药
耐药的主要原因。 
1.1.1  mdr1 和其表达产物 P-gp 的结构和功能 
1976年， Juliano RL等[1]在耐秋水仙碱的中国仓鼠细胞株中，分离出一种分
子量为170 kd的糖蛋白， 并发现该糖蛋白的表达水平和细胞膜的通透性、细胞
内药物浓度以及细胞耐药程度有关，并将它命名为P - 糖蛋白( P-glycoprotein， 










































1.1.2  mdr1的多态性 
进一步研究发现mdr1存在多态性。2000年， Hoffmeyer S等[7]首次通过DNA
全测序对188个白种人的MDR1基因多态性进行了系统筛查，共发现了15个单核











1.2  mdr1基因的表达调控 




















区域的去甲基化状态有关 ，他们首先提出甲基化可能是调控 mdr1 表达的开
关。 




































1.3.1.1  抑制P-gp功能： 
P-gp是ATP依赖的质子泵转运系统，可以通过抑制P-gp的药物外排功能来实
现多药耐药的逆转。如①钙通道阻滞剂; ②钙调蛋白抑制剂; ③环孢菌素A(CsA)




1.3.1.2  基因治疗： 
通过各种方法抑制mdr1的转录表达。 
1.3.1.2.1  反义RNA技术： 
该技术指体外合成反义 RNA 或利用基因重组技术 ，在适宜的启动子和转
































1.3.1.2.2  核酶技术： 
核酶(ribozymes)是具有特异催化活性的 RNA分子 ，存在于细胞内并调控基
因表达 ，具有核酸内切酶活性 ，能特异地与靶 RNA 分子的特定位点结合 ，
序列切割靶RNA。已知mRNA的锤头状核酶是片断 小的核酶，能对特异的位点
进行切割，实现对基因表达下调的作用。针对mdr1的mRNA的锤头状核酶正起这













1.3.1.2.3  RNAi技术： 
研究者利用双链 RNA(double strand RNA，dsRNA)引发的靶基因 mRNA 降
解而导致基因转录后沉默这一现象 ，对要研究的基因进行抑制 ，从而形成了 
RNA 干扰技术。该技术具有特异性强、抑制率高，可扩散、可遗传等优点。楼
江燕等[15]化学合成了针对mdr1的 21nt的siRNA ，通过脂质体转染人卵巢癌泰素





由于 mdr1 的表达产物 P-gp 具有将药物外排，以减轻其对细胞的毒性。故可















以考虑通过将 mdr1 导入正常细胞中，使其表达 P-gp，从而提高其化疗耐受。有
研究将分别在体外实验及小鼠体内实验用逆转录病毒上清转染法将 mdr1 基因

















2 RNA 干扰及其研究进展 
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